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摘要: 以南美白对虾为材料,分离提纯 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶, 研究乙醇对该酶的活力与构象影响. 结果表
明,浓度低于 22% (体积比)的乙醇对该酶活力有明显的激活效应; 乙醇浓度为 8%时, 达到最大激活效应, 酶活力为
纯酶的 180% . 动力学研究表明,在 30%浓度范围内,乙醇对酶活性的激活及抑制作用均是可逆的. 乙醇低浓度下,
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1. 1  材  料
NAGase从南美白对虾内脏分离纯化得到, 酶




1. 2  方  法
酶活力的测定方法参考文献 [ 3] , 以 pNP-B-D-
GlcNAc为底物,在 2 mL 的测活体系中,包含 0. 15
mol/ L NaAc-HAc缓冲液( pH 5. 2)、0. 5 mmol/ L 的
底物和不同浓度的乙醇, 于 37 e 恒温水浴中加入适
量酶液, 准确反应 10 m in, 加入 2 mL 0. 5 mol/ L
NaOH 终止反应, 在 752 型 Spect rum 紫外可见分光
光度计上测定波长为 405 nm 的光密度值, 消光系
数按 1. 73 @ 104 L/ ( mol#cm)计算[ 4] .
酶分子的紫外吸收光谱及内源荧光光谱测定:
往含不同浓度的乙醇、0. 15 mol/ L NaAc-HAc 缓冲
液( pH 5. 2)的 2 mL 体系中, 加入适量酶, 混合均
匀,用 Beckman DU 650型分光光度计自动扫描记
录 220~ 320 nm 的光密度值; 用日立F-4010型荧光
仪自动扫描记录, 荧光发射峰测定波长范围为 300
~ 420 nm,激发波长为 278 nm.
2  结  果
2. 1  乙醇对南美白对虾 NAGase 活力的影
响
在含不同浓度乙醇的测活体系中, 研究乙醇浓
度对南美白对虾 NAGase 催化水解 pNP-B-D-Glc-
NAc的活力影响. NAGase的活力变化与乙醇浓度





I C50为 35% .
            c / %
 图 1  乙醇浓度对 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶活力
的影响
 Fig . 1 Effect of ethanol concentration on the activity of
B-N-Acety-l D-glucosaminidase
2. 2  乙醇对南美白对虾 NAGase 的激活与
抑制机理
在含不同浓度乙醇的测活体系中, 固定底物浓
度为 0. 5 mmol/ L, 加入不同的酶量,考察酶活力与









为 1. 067 Lg / mL,改变底物浓度,测定酶促反应初速
度,以 Linew eaver-Burk 双倒数作图. 求算并比较不




         [ E] / (Lg#mL- 1 )
 图 2  乙醇对 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶激活与抑
制机理的判断
 Fig . 2  Determination of t he activatory and inhibitory
mechanisms of ethanol on B-N-Acety-l D-glu-
cosaminidase
2. 3  乙醇对南美白对虾 NAGase 紫外吸收
光谱的影响
固定南美白对虾 NAGase终浓度为 15 Lg/ mL,
在含不同浓度乙醇的醋酸钠缓冲体系中的酶紫外吸







由降低转为增强, 当乙醇浓度为 10% 时, 酶的紫外




 表 1 乙醇对 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶动力学参数的
影响
 Tab. 1  Effect of ethanol on the parameters ofB-N-Acety-l D-
glucosaminidase
c/ % K m/ ( mmol#L- 1) Vmax/ (Lmol#L - 1#min- 1 )
0 0. 243 6. 123
1 0. 318 7. 994
2 0. 449 10. 355
3 0. 510 11. 844
4 0. 765 16. 500
10 1. 041 16. 811
15 1. 041 15. 196
20 1. 041 11. 159
25 1. 041 9. 186
30 1. 041 6. 552
            K/ nm
 图 3  经乙醇处理后 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶的
紫外吸收光谱
 Fig . 3  Ultraviolet absorption spectra o f B-N-Acety-l D-
glucosaminidase in et hanol solut ions
2. 4  乙醇对南美白对虾 NAGase 荧光发射
光谱的影响
浓度为 1. 067 Lg/ mL 南美白对虾 NAGase酶,
在含不同浓度乙醇醋酸钠缓冲体系中的荧光发射光
谱变化见图 4.从图可知,天然酶的内源荧光发射峰
在339. 2 nm,随着乙醇浓度的增高, 酶的荧光发射
峰基本没有位移,但荧光强度逐渐增大.当乙醇浓度
达4% 时, 酶的荧光强度增大 9. 6%; 乙醇浓度达
30%时,酶的荧光强度增大了 50%.
3  讨  论
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 图 4  经乙醇处理后 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶的
荧光发射光谱
 F ig. 4  Fluorescence emission spectra of B-N-Acety-l D-
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Effect of Ethanol on Act ivity and Conformation of
B-N-Acety-l D-glucosaminidase from Prawn( Penaeus vannamei )
WANG Yue, XIE Xiao- lan, WANG Q in, CHEN Qing-xi*
( T he Key Laboratory of Education M inistry for Cell Biolog y and Tumor Cell Eng ineering,
School of L ife Sciences, Xiamen University, Xiamen 361005, China)
Abstract: In this paper, the ef fects of ethanol on the activity and conformat ion of B-N-Acety-l D-glucosaminidase
( EC3. 2. 1. 52) from prawn ( Penaeus vannamei ) w ere invest igated. The results show ed that the act iv atory and
inhibitory ef fects of ethanol on the enzyme act ivity w ere reversible. In the range of 22% , the ethanol made en-
zyme act ivity increase. The enzyme act ivity increased to the maximum while the ethanol concentration w as 8%.
Further increasing the concentration of ethanol, the enzyme activity w as inhibited and the IC 50 ( the inhibitor
concentrat ions leading to 50% act ivity lost ) was est imated to be 35% . First ly, the values of K m and V max in-
creased significant ly along w ith the increasing of ethanol concentration, how ever, the higher ethanol concentra-
t ions made the value of K m into constant and started to arouse a prog ressive decrease in V max . U lt raviolet and f lu-
orescence measurements revealed that low concentration of ethanol produced slight changes in the conformat ion
of the enzyme, but high concentration of ethanol resulted in loosing the tert iary structure of the enzyme. In con-
clusion, ethanol f irst ly changed the act ive center. s m icroenvironment of NAGase which w as probably responsible
for the enzymat ic act ivity, then changed the holistic conformat ion in the high concentrat ion ethanol solvent,
w hich led to the denaturat ion.
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